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(54) rule: COMPLEX DIAGNOSTIC AGENT OF GENEHC EXPRESSION AND MEDICAL DL\GNOSIS AND GENE ISOLATION 
PRCXXSS USING SAID DIAGNOSTIC AGENT 

(54) Bezeicluiiuig: MTITEL ZUR KOMPLEXEN DL\GN0ST1K DER GENEXPRESSION UND VERFAHREN ZUR ANWENDUNG 

FOR DIE MEDIZINISCHE DIAGNOSTK UND DIE GENISOUERUNG 

(57) Abstract 

A complex diagnostic agent of genetic expression consists of a set of at least 288 oligonucleotide prima pairs composed of a reserve 
of at least 24 5 '-oligonucleotide primers and at least 12 3*-oUgonucleotide primers. The length of the oligonucleotide primers lies between 
6 and 13 nucleotides, and preferably equals 10 nucleotides. The sequences of the 5'-oligonucleoddc primers preferably have the same 
number of G-fC and A+T. With dus agent, at least 288 parallel and independent PCR tests are carried out in a cDNA mixture. After 
separation in non-denadiraiing polyacrylamide gels, die line pattern is recorded and compared with the standard of a lefereooe ceil. The 
fragment piofiks are preferably autcxnaticaUy recorded by colour maifced primers. The invendon has applications m molecular biology, 
in pardcolar for identifying known and unknown expressed genes and for isolating genes, as well as in clinical diagnosis, for exan^le for 
detecting mofbid changes, including cancer. 

(57) ZiuauiiiiienfBssimg 

Die Eifindung betzi^ ein Kfittel zur komplexen Diagnostik der Genexpression. Es besteht aus einem Satz von mindestens 288 
Oligonukleotid-Primer-Paarcn, welche jeweUs aus einem Voirat von mindestens 24 5'-01igonukleotid-Primem und mindestens 12 3'- 
Oligonuklootid-Primcm gebildct weiden. Die Lange der OUgonukleotid-Primer licgt bei 6-13. bcvonugt 10, Nukleotiden, wobei die 
Sequenzen der 5'-01igonukleotid-Pnmer bevonugt die gleiche Anzahl voo G+C und A^T aufweisen. Nfit dem NGttel wefden in 
einem cDNA-Gemisch mindestens 288 paraUele imd unabhangige PCR-Ansaize durchgef&hit Nach Tiennung in nichtdeaaturierenden 
Polyaciylamid-Gelen wild das Bandenmusta registtiert und mit dem Standaid einer ReferenzzeUe vcrglichen. Dabd wild bevoizugt mit 
foxbxnaikieiten Ptimem eine automtische Au&eichnung der Fcagmcntprofile vorgpnommett. Anwendungsgebiete der Eifindung sind die 
Molekularbiologie, insbesondere die Uentifizierung bekannter und unbekaimter exprimieiter Gene und die (jcnisolierung sowie die klinische 
Diagnostik, z3. zur Feststellung von kiankhafien Verandenmgen einschlieBUch Krebs. 
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Mittel zur komplexen Diagnostik der Genexpression und Verf ahren 
zur Anwendung fur die medizinische Diagnostik und die 
Genisolierung 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Mittel zur komplexen Diagnostik der 
Genexpression und ein Verf ahren zur Anwendung des Mittels. 
Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Molekularbiologie, 
insbesondere die Untersuchung von exprimierten Genen und die 
Genisolierung sowie die klinische Diagnostik von krankhaften 
Veranderiingen einschlieBlich Krebs. 

Die Analyse des laenschlichen Genoms hat in den letzten Jahren 
groBe Fortschritte gemacht. Die Ermittlung der Bausteinreihen- 
folge des gesamte Erbmaterials (Genoms) wird international 
angestrebt. Damit werden Aussagen uber Genstruktur und konkrete 
genetische Defekte inoglich, die zur Personenidentif ikation 
angewendet werden konnen. Da das Gesamtgenom sehr komplex ist, 
wird alternativ die Ermittlung der Sequenzen nur der tatsachlich 
aktiven Gene angestrebt. Dies ist relativ leicht m6glich durch 
das Anlegen einer cDNA-Bibliothek eines bestimmten Zelltyps und 
die anschlieBende Sequenzierung aller Einzelklone (PCT-Patent WO 
93/353) , 

Die Polymerase-Ketten-Reaktion oder PCR-Technik hat andererseits 
die Mdglichkeit geschaffen, jedes beliebige DNA-StOck oder Gen 
zu identif izieren und zu vermehren. Diese Technik laBt sich auf 
die Identif izierung exprimierter Gene, d.h. den Nachweis der 
Synthese einer entsprechenden mRNA, anwenden (Rappolee, D.A. et 
al. Science 241/1988/708) • Dabei wird zunachst mRNA mit Hilfe 
einer Transkriptase in cDNA umgeschrieben, die dann als Matrize 
fur die Amplif ikation mit bestimmten Primern eingesetzt wird- 
Diese Technik wird heute bereits fiir die Diagnostik der 
Expression bestimmter Gene im Routinelabor eingesetzt. sie ist 
aber nur auf bereits bekannte Gene anwendbar, da die Primer 
aufgrund der bekannten Gensequenz festgelegt und synthetisiert 
wurden . 
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Fur die molekulare Diagnostik von Veranderungen in der 
Genexpression, die beispielsweise mit Krankheitsprozessen 
einhergehen, ware die Verfiigbarkeit einer Technik wunschenswert , 
die alle, also auch noch unbekannte, Genf unktionen erfassen 
lieBe. Das bedeutet, daB ein Weg gefunden werden muB, um alle 
mRNA-Spezies auch ohne Kenntnis ihrer Sequenz zu identif izieren. 
Eine derartige Technik wurde erstmals von Liang und Pardee 
(Science 257/1992/967) vorgestellt. Sie basiert auf der 
fraktionierteh Herstellung von cDNA mit Primern, die entweder 12 
Oder 4 Fraktionen entstehen lassen. Diese cDNA-Fraktionen werden 
anschlieBend mit mehreren kurzen Primern in unabhangigen 
Reaktionen amplifiziert. Die Primer sind dabei so kurz (10 
Nukleotide), daB ihre Chance relativ groB ist, in vielen cDNA- 
Spezies Homologien zu finden. Statistisch kann dabei davon 
ausgegangen werden, dafi die Lange der entstehenden Fragmente 
unterschiedlich grofi ist. Wenn einen genugend grofie Zahl von 
Primern geeigneter Sequenz eingesetzt wird, sollte es moglich 
sein, prinzipiell alle exprimierten mRNAs als cDNA-Fragment zu 
amplifizieren. Die Identif izierung der Fragmente wurde von Liang 
und Pardee nach radioaktiver Harkierung durch Elektrophorese in 
einem Polyacrylamid-Sequenzierungsgel durchgef flhrt . Diese 
Autoren haben ihre Methode zunachst zur Identif izierimg von 
verSnderter Genexpression in Brustkrebszellen eingesetzt 
(Science 257/1992/967, Cancer Research 52/1992/6966) dabei 
einige veranderte Banden identif iziert und anschlieBend die 
dazugehorigen Gene teilweise isoliert. 

Bei der Verwendung der beschriebenen Methodik wird 
offensichtlich, daB die Identif izierung vieler Fragmente bzw. 
Banden auf einem Sequenzierungsgel moglich ist und beim 
Vergleich identischer PCR-Reaktionen von zwei Zelltypen auch 
viele Unterschiede gefunden werden konnen. Allerdings konnte 
festgestellt werden (Bauer et al.. Nucleic Acids Research 21, 
1993, S. 4272-4280), daB 1/3 bis 2/3 aller Fragmente tatsachlich 
nicht nur eine Bande, sondern 2-4 Banden produzieren, was mit 
der Eigenschaft der Taq-Polyroerase zusamraenhangt, am 3'-Ende der 
kopierten Strange noch ein zusStzliches A anzuhangen. 
Dariiberhinaus werden haufig die zwei Strange eines Fragments 
aufgrund unterschiedlichen Purin-/Pyrimidin-Gehaltes separiert. 
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So treten veranderte Banden vielfach als Block von unmittelbar 
auf einanderfolgenden Banden auf. Dadurch wird eine Komplexitat 
des Musters vorgetauscht , die nicht vorhanden ist. 

Die von Pardee und Liang angegebenen Primer reichen 
I ' dariiberhinaus keinesfalls aus, um die notwendige Komplexitat des 

Fragmentmusters zu erreichen. Bei einer angenonunenen Zahl von 
I ca. 15 000 Genen, die in einer Zelle exprimiert werden, mUBten 

I mindestens 3D 000 verschiedene Fragnente produziert und sichtbar 

geiaacht werden, um mit groBer Wahrscheinlichkeit auch nahezu 
jede mRNA erfaBt zu haben, wobei eine groBere Zahl von Genen 
zweimal und eine kleinere Zahl dreimal oder haufiger 
reprasentiert sein mQBten. Daruberhinaus w&re es wichtig,, das 
Diagnose-Verfahren universell anwendbar zu machen. Dafvir ist 
eine Vereinf achung und gleichzeitige Objektivierung der 
Bandenerfassung notwendig* 

I Das Ziel der Erfindung besteht darin, die Untersuchung der 

< Genexpression zu verbessern bzw. Oberhaupt erst zu ermoglichen, 

Zhr liegt die Aufgabe zugrunde, die in Zahl und Sequenz 
geeigneten Oligonukleotid-Primer auszuwahlen, 

(2.) ein Elektrophorese-System zu schaffen, das nur eine Bande 
pro Fragment produziert und 

(3.) alles mit einer Nachweisroethode zu kombinieren, die eine 
Automatisierung der Methode zur Diagnostik von Veranderungen der 
Genexpression in kiirzester Zeit ermoglicht. 

, Das erf indungsgemSBe Mittel ist durch einen Satz von mindestens 

288 Oligonukleotid-Primer-Paaren definierter Lange, gebildet 
durch Auswahl aus einem Vorrat von mindestens 24 5'- 

I Oligonukleotid-Primern und 12 3'-01igonukleotid-Primern, 

gekennzeichnet. Diese Oligonukleotid-Primer sind mit einem 
geeigneten Marker gekoppelt, der durch ein Nachweisverf ahren 
erkannt werden kann. 

Die Primer wurden aus einer Liste von 2000 zufalligen, Computer- 
generierten Sequenzen ausgewahlt, 50 ausgew^hlte Sequenzen 
wurden experimentell gepriift, 26 davon erwiesen sich als 
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geeignet fOr das erf indungsgemaBe Mittel. 

Die Lange der Oligonukleotid-Primer betragt 6-13 Nukleotide, 
bevorzugt 10 Nukleotide, wobei die Sequenzen der 5 '-Primer 
bevorzugt die gleiche Anzahl G+C und T+A aufweisen. Die 3'- 
Primer besitzen eine Reihe von T-Nukleotiden, bevorzugt 8-12, 
und zusStzlich am Ende in ein bis drei Positionen, bevorzugt in 
2 Positionen, Gt, T- oder A-Nukleotide, Durch Kombination 

jedes der mindestens 24 5 '-Primer mit jedem der (im Falle von 2 
spezifischen endstSndigen Nukleotiden)12 S'-Prinern entstehen 

« 

die mindestens 288 Konbinationen gemaB der Erfindung. 
Alle Primer sind markiert, wobei als Markierung radioaktiver 
Phosphor, ein Fluoreszenzfarbstof f , Biotin Oder ein Antigen 
verwendet wird. 

Bevorzugt eingesetzt werden die 5'-01igonvikleotid-Primer gemSB 
Anspruch 7. Diese Primer kSnnen erfindungsgemSB auch miteinander 
korobiniert werden, wobei eines der beiden eingesetzten Primer 
als 3 '-Primer fungiert. Bei dieser Moglichkeit erhalt man im 
Erfolgsfalle Teilsequenzen der jeweiligen cDNA, womit eine 
weitere Identif izierung erreicht wird. 

Das erfindungsgem&Be Verf ahren zur Anwendung des Mittels wird 
folgendermaBen durchgefflhrt 

1. Die gesamte mRNA einer zu untersuchenden Zelle wird isoliert 

2. Umschreibung in cDNA entweder insgesamt oder in mehreren, 
bevorzugt 12, Fraktionen 

3. Nachfolgende Amplif izierung durch mindestens 288 parallele 
und unabhangige Polymerase-Ketten-Reaktionen (PGR) mit dem 
ausgewShlten Mittel. Eine bevorzugte Temperatur fur die 
Durchfiihrung der Reaktion ist 40* C. 

4. Auftrennung des entstandenen Fragmentgemischs jeder Reaktion 
auf einer gesonderten Bahn eines Polyacrylamid-Gels, bevor- 
zugt auf 7 Gelen mit 48 Bahnen. Fur den erfindungsgemSflen 
Erfolg ist wesentlich, da6 ein nichtdenaturiertes Gel ein- 
gesetzt wird. 

5. Ablesung der Bandensignale durch Autoradiographie oder durch 
nichtradioaktive Nachweise (Fluoreszenzf arbstof f e, Biotin 
Oder ein Antigen) und Vergleich mit dem Muster einer 

Ref erenzzelle . 

Die PCR-Reaktionen der Referenzzelle werden mit Primern 

ERSAT2BLATT 
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durchgef (Uirt , die mit eineia anderen Farbstoff markiert sind, als 
die Primer fur die PCR-Reaktionen der zu untersuchenden Zelle. 
Die mit Primern gleicher Sequenz^ aber mit verschiedenen Farb- 
stoff en markierten Fragmente von Ref erenz- und zu untersuchehder 
Zelle werden gemaB der Erfindung gemeinsam in einer Bahn eines 
Sequenzautomaten aufgetrennt, wobei die Unterschiede der 
Genexpression durch ein unterschiedliches Farbsignal in einer 
bestimmten Position aufgezeigt werden. 

• 

Das neue Hittel kann gleichermaSen zur Isolierung von Genen oder 
Gensequenzen eingesetzt werden. Dabei wird eine Bande, die 
aufgrund der gefundenen Unterschiede zwischen den untersuchten 
Zellen als Reprasentant eines dif f erentiell regulierten Gens 
identif iziert wurde, isoliert und als Sonde zur Gewinnung des 
entsprechenden Gens einer cDNA-Bank eingesetzt. Dazu wird die 
Bande mit einem Skalpell aus dem Gel geschnitten, in einer PCR- 
Inkvibation mit einem biotinylierten Nukleotid amplif iziert und 
gleichzeitig markiert und anschlieflend mit einer denaturierten 
cDNA-Bibliothek in Losung hybridisiert. Das resultierende Hybrid 
wird an magnetische Kugeln, die mit Streptavidin bedeckt sind, 
gebunden und von unspezifisch gebundenem Material f reigewaschen . 
Die spezifisch gebundene cDNA wird freigesetzt und zur 
Transformation von E.coli eingesetzt. Aus diesen wird die 
Plasmid-DNA isoliert und das cDNA-Insert sequenziert. Durch 
Vergleich der ermittelten Sequenz mit der Sequenz-Datenbank wird 
festgestellt, ob es sich um ein bekanntes oder ein noch 
unbekanntes Gen handelt. 

Das neue Mittel und das Verfahren zu seiner Anwendung erlauben 
die umf assende Darstellung exprimierter Gene in Form von jeweils 
mindestens einer Bande. 

Innerhalb einer Woche kann die Analyse fiir einen bestimmten 
Zelltyp abgeschlossen werden, wonach der automatische Vergleich 
mit dem Muster der exprimierten mRNAs beliebiger anderer Zell- 
typen durchgefuhrt werden kann. Fur die klinische Diagnostik von 
krankhaften genetischen Veranderungen z.B. bei Krebs- 
erkrankungen, wird durch die Erfindung ein erheblicher 
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Fortschritt erreicht. 

Die Erfindung soil nachfolgend durch AusfOhrungsbeispiele nSher 
erl&utert werden: 
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AusfCUirungsbeispiele 

1. zytoplasmatische RNA der zu untersuchenden Zellen (normale 
Mausleber und regenerierende Hausleber) wurde in an slch 
bekannter Weise prapariert. Die RNA wurde anschlieBend auf 
12 Inkubationsansatze verteilt und unter Verwendung der von 
Liang und Pardee (Science 257) beschriebenen Primer dTuXY 
einer reversen Transkriptionsreaktion in bekannter Heise 
unterzogen (dabei stellen X und Y alle Kombinationen der 4 
Nukleotide G,A,T,C dar, mit der Ausnahme, daB in der Posi- 
tion X kein T verwendet wird)« In jede Reaktion wurden 
folgende Konponenten pipettiert: 0.1-0.2 fig RNA, 2.5 iM 
dTiiXY Primer, 20 tM dNTP und 300 Einheiten MMLV Reverse 
Transcriptase. Die Reaktionen wurden bei 35* C fur eine 
Dauer von 60 min inkubiert und durch 5 min Inkubation bei 
95* C gestoppt. Die 12 erhaltenen cDNA-Fraktionen wurden 
dann spezifischen Polymerasekettenreaktionen (PGR) unter- 
zogen: 

a) Zunachst wurden aus einer Zahl von 2000 zufalligen, 
Computer^generierten Seguenzen einer L&nge von 8-13 Nukleo- 
tiden 50 Kandidaten-Seguenzen ausgewdhlt, synthetisiert und 
als Primer fflr PCR Inkubationen mit jeweils 3 cDNA-Fraktio- 
nen eingesetzt. Dazu wurden folgende Reaktionen angesetzt: 
2.5 dTxiXY Primer, 0.5 mM des entsprechenden 5'«-Primers, 

2 MM dNTPs, 2 /iCi (60 nM) "P-dATP, 10 xaM Tris-HCl (pH 8.3), 
50 mH KCl, 1.2 mN NgCl^i and 1 U Tag polymerase in einem 
Volumen von 20 nl. Die Amplif ikation wurde in 40 Zyklen mit 
30 Sekunden bei 94* C, 1 Minute bei 42 *C und 30 Sekunden 
bei 72* C durchgefOhrt. Die Reaktionsgemische wurden ge- 
trocknet und anschlieBend in 5 Mi Formamid/Farbstof f Idsung 
aufgenommen. 1,5 Ml wurden auf 6% Polyacrylamid-Harnstof f- 
Secpienzgelen aufgetrennt. Die Gele wurden getrocknet und 
der Autoradiographie unterzogen. Die Autoradiogramme wurden 
mit einem Scanner eingelesen, und die Zahl der Banden wurde 
ermittelt. Dabei wurde eine Zahl von 26 Primern mit sdmt- 
lichst 10 Nukleotiden Lange ermittelt , die mit den 

drei getesteten cDNA-Fraktionen eine Bandenzahl zwischen 40 
und 160 ergaben. Diese Primer wurden alsgseignet befunden, 
ein reprasentatives Bandenmuster aller exprimierten RNA- 
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Spezies zu generieren. 

b) Es wurde ein Versuchsprotokoll konzipiert, das eine 
umfassende Dars-tellung aller expriuierten RNAs in kiirzester 
Zeit und nit geringstem Aufwand erlaubte: 

- Es wurden 12 PCR-*Inkubationsiaixturen vorbereitet, die bis 
auf den 5 '-Primer alle unter a) genannten Koxnponenten ent* 
hielten, iind zwar in eineo Voliunen von 15 Ml pro Einzel- 
reaktion und ausreichend fOr 24 Reaktionen. Dabei enthielt 
jedes der 12 R6hrchen einen anderen 3 '-Primer des Typs 
dTixXY, Hit einer 12-Kanal-Pipette wurden jeweils 15 <il der 
12 Mixturen gleichzeitig in die erste Reihe einer Mikroti- 
terplatte (bzw. Rdhrchen in diesem Format angeordnet) 
pipettiert. Dieser Schritt wurde 24 Mai fttr 3 Hikrotiter- 
platten wiederholt. 

- Stammlfisungen von 24 verschiedenen 5'-Primem wurden so 
angeordnet (3x8 Reihen), da5 je 5 til von 8 verschiedenen 
Primem (Nr. 1-8 aus Tabelle 1) mit einer 8-Kanal-Pipette 
gleichzeitig in die erste senkrechte Reihe der ersten Mi- 
kroti terplatte pipettiert werden konnten. Dieser Schritt 
wurde 12 Mai fOr die 12 senkrechten Reihen der ersten Plat- 
te wiederholt. Danach wurden die Primer Nr. 9-16 in die 12 
senkrechten Reihen der zweiten Mikrotiterplatte und an- 
schliefiend die Primer Nr. 17-24 in die 12 senkrechten Rei- 
hen der dritten Mikrotiterplatte transferiert. Die 288 
Reaktionsansatze wurden durch kurzes Zentrifugieren der 
Platten gemischt. Dann wurden die drei Platten nacheinander 
in einem PCR-GerSt mit Mikrotiterformat-Heizblock fur 40 
Zyklen wie unter a) inkubiert. AnschlieBend wurden die 
Reaktionsgemische in einer Vakuumzentrif uge mit Mikrotiter- 
platten-Rotor bis zur Trocknung zentrifugiert. Danach wur- 
den alle Reaktionsgemische in Formamid aufgenommen und der 
Elektrophorese wie unter a) unterzogen. Dazu wurden 6 Gele 
mit je 48 Bahnen beschickt. Nach der Trennung wurden die 
Gele getrocknet und mit einem Scanner eingelesen. Fiir die 
cDNAs der normalen Mausleber wurden in den 288 Bahnen ins- 
gesamt 20160 Banden identif iziert* 
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c) Der Versuch von to) wurde unter ansonsten gleichen Bedin- 
gungen nit verschiedenen "annealing" -Temper atur en zwischen 
34* C und 45* c durchgefOhrt. Dabei erwies sich 40* c als 
das Optimuo. es wurden dabei fast doppelt so viel Banden 
gefunden wiebei 42* C, wobei die Muster ihre Individuali- 
t&t behielten. 



d) Zwecks Anwendung der Methode zur Identifizierung von 
Unterschieden in der Genexpression zwischen zwei unter- 
schiedlichen Zusttoden eines Zellsystens vnirden die Snas 
von nbrmaler Mausleber und regenerierender Mausleber ver- 
glichen. Dabei wurde die Prozedur b) mit 40* statt 42* c in 
gleicher Weise fOr beide RNAs durchgef tthrt , d.h. mit "zwei 
satzen von je 3 Mikrotiterplatten . Die Elektrophorese wurde 
in insgesamt 12 Gelen durchgefOhrt , wobei generell die 
Proben mit den gleichen Primern aus beiden Ans&tzen neben- 
einander lief en. Im Ergebnis dieser Analyse wurden minde- 
stens 70 Banden identif Iziert , die nur in jeweils einer der 
beiden Ausgangs-RNAs vorhanden waren. Zablreiche weitere 
Unterschiede konnten nur verautet werden. 

e) Die Charakterisierung der unterschiedlichen Banden wurde 
durch Sequenzierung versucht. Dabei traten Probleme auf, 
die vor allem durch das Vorliegen von Einzelstrangen sowie 
das denaturierende Gel (Hamstoff) begrOndet waren. Daher 
wurden die Proben nach der PCR-Reaktion in wSBriger L6sung 
auf Polyacrylanidgele ohne Harnstoff aufgetragen, die Ban- 
dea ausgeschnitten und direkt eine Sequenzierungsreaktion 
eingebracht. Dadurch wurde zwar die Bandenzahl auf ca. die 
HSlfte reduziert, aber die DNA der interessierenden Banden 
konnte direkt als Scheibe aus dem Polyacrylamidgel in einer 
Sequenzierungsreaktion inkubiert und die Sequenz ermittelt 
werden. Die Verwendung nichtdenaturierender Gele hat sich 
damit als entscheidende Voraussetzung fflr die Identifizie- 
rung der interessanten Genseguenzen erwiesen. 

Mit dieser Methode wurde die Gesamtanalyse der exprimierten 
RNAS in der Mausleber mit alien 26 5 '-Primern durchgef Ohrt . 
Dabei wurden insgesamt ca. 38 000 Banden identif iziert, die 
sich statistisch auf die Primerpaaare verteilen (Tab.'i). 
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2. Die Hethode sollte zu einer generell einsetzbaren und auto- 
matisierten Analytik ausgebaut werden, die ein zweifels* 
freies Identif izieren von Unterschieden in der Genexpres- 
sion zwischen zwei Oder auch mehr Zustfinden erlaubt, und 
dies mdglichst nicht nur gualitativ sondem auch guantita- 
tiv. Unter Id) «mrde bereits festgestellt, daB das Neben- 
einanderlaufen der zu vergleichenden Proben nicht in jedem 
Falle die eindeutige Identif izierung von Unterschieden 
ermfiglicht. Oaher wurde die Hethodik auf den automatischen 
Seguenzanalysator 3 73 A adaptiert, der bis zu vier farbmar- 
kierte Proben in einer Bahn vergleichen kaxm* Dazu wurden 
alle 26 5 '-Primer mit den vier Farbstoffen TAHRA, ROX, FAM 
und JOE ( entsprechend Protokoll der Fa. Applied Biosystens) 
markiert. Die jeweils 12 cDNA-Fraktionen von nonaaler Leber 
und von drei verschiedenen Zeitpunkten der Regeneration 
vnirden entsprechend Beispiel itH-c amplifiziert, wobei fOr 
jede der 4 Ausgangs-RNAs eine andere Farbmarkierung gewShlt 
wurde. Die Konzentration der markierten 5 '-Primer war 0.5 

vnd die dNTP-Konzentration wurde auf 100 fM erh5ht. 
Die PGR %mrde ansonsten wie unter lb beschrieben durchge- 
ftihrt. Die Trennung wurde im denaturierenden Gel im 373A 
durchgef tthrt , und die Farbmarkierung wurde aufgezeichnet. 
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Tabelle Is 



iUizahX der Banden im nichtdenaturierenden Polyacryamidgel von 
cDNA-Praktionen, die duch reverse Transkription von Mausleber-RNA 
mit den 12 Primern T,,VN erhalten wurden. Die 312 PCR-Znkubationen 
wurden mit den in der Tabelle angegebenen Primer-Paaren 
durchgef iihrt . (Die 5 '-Primer 1-26 entsprechen den in den 
Anspriichen angegebenen Primern 1-26. 
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GT 
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A9 9 


150 
A9 V 


176 

A / V 


126 

A* w 


103 


179 


1S4 


125 
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1. Mittel zur komplexen Diagnostik der Genexpression, 
gekennzeichnet dadurch, daB es aus mindestens 288 
Oligonukleotid-Primer-Paaren besteht, welche jeweils aus einem 
Vorrat von mindestens 24 5 ' ^Oligonukleotid-Primern und 
mindestens 12 3'-01igonukleotid-Primern gebildet werden, die mit 
einem geeigneten Marker gekoppelt sind, der durch ein 
Nachweisverf ahren erkannt wird* 

2. Mittel zur komplexen Diagnostik der Genexpression nach 
Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, dafi die Lange der 
01 igonukleot id-Primer 6-13 Nukleotide betr&gt. 

3. Mittel zur komplexen Diagnostik der Genexpression nach 
Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet dadurch, daB die Sequenzen der 
5'-0ligonukleotid-Primer eine gleiche Anzahl von G+C und A+T 
aufweisen. 

4. Mittel zur komplexen Diagnostik der Genexpression nach 
Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet dadurch, dafi die 3'- 
01igonukleotid*Primer eine Reihe von T-Hukleotiden, bevorzugt 8- 
12, und zus^tzlich am 3'Ende in 1-3 Positionen alle mdglichen 
Kombinationen der 4 Nukleotide aufweisen. 

5. Mittel zur komplexen Diagnostik der Genexpression nach 
Anspruch 1-4, gekennzeichnet dadurch, dafi alle 5'- oder alle 3'- 
Primer markiert sind. 

6. Mittel zur komplexen Diagnostik der Genexpression nach 
Anspruch 1-5, dadurch gekennzeichnet, dafi als Markierung radio- 
aktiver Phosphor, ein Fluoreszenzfarbstof £, Biotin oder ein 
Antigen verwendet wird. 

7. Mittel zur komplexen Diagnostik der Genexpression nach 
Anspruch 1-6, gekennzeichnet dadurch, dafi die 5 '-01 igonukleot id- 
Primer folgende Sequenzen aufweisen: 

1. 5'TACAACGAGG3' 
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2. 
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8. Mittel zur komplexen Diagnostik der Genexpression nach 
Anspruch 1 und 7, gekennzeichnet dadurch, daB die 5'- 
Oligonukleotid-Primer nach Anspruch 7 als 3'-01igonukleotid- 
Primer eingesetzt werden. 

9. Verfahren zur Anwendung des Mittels nach Anspruch 1-8, 
gekennzeichnet dadurch, daS die gesamte RNA einer Zelle in cDNA 
umgeschrieben, diese anschlieBend nit dein Hittel in einer 
bestiininten Zahl, bevorzugt 288-360, paralleler und unabhangiger 
Polyinerase-Ketten-Reaktionen (PGR) amplif iziert, das entstehende 
Fragmentgemisch jeder Reaktion auf einer Bahn eines 
nichtdenaturierten Polyacrylamid-Gels auf getrennt , das 
Bandenmuster registriert und xnit eineia Standard verglichen wird, 
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gegebenenf alls die DNA aus Banden isoliert und als Sonde zur 
Genisolierung verwendet wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, gekennzeichnet dadurch, daB jede 
PCR-Reaktion , bevorzugt eine Gesamtzahl von 312, auf der 
entsprechenden Zahl von Polyacrylamidgelen, bevorzugt 7 Gelen 
mit 48 Bahnen, getrennt, die Bandensignale durch 
Autoradiographie oder entsprechende nichtradioaktive Nachweise 
sichtbar gemacht, mit eineia Scanner eingelesen und mit dem 
Muster von einer Referenzzelle verglichen werden. 

11. Verfahren nach Anspruch 9, gekennzeichnet dadurch, daB 
samtliche PCR-Reaktionen der Referenzzelle mit Primern 
durchgefOhrt werden, die mit einero bestimmten Fluoreszenz- 
Farbstoff markiert sind und alle PCR-Reaktionen der zxx 
untersuchenden Zelle mit Primern durchgefOhrt werden, die mit 
einem anderen Fluoreszenz-Farbstoff markiert sind. 

12. Verfahren nach Anspruch 9 und 11, gekennzeichnet dadurch, 
daB jeweils die mit Primern gleicher Sequenz, aber verschiedenen 
Farbstoffen markierten Fragmente von Referenz- und zu 
untersuchender Zelle gemeinsaro in einer Bahn eines 
Sequenzautomaten mit eingebautem Farbdetektionssystem 
aufgetrennt werden und die Unterschiede in der Genexpression 
durch unterschiedliches Farbsignal in einer bestimmten Position 
angezeigt werden. 



13. Verfahren nach Anspruch 9, gekennzeichnet dadurch, daB eine 
Bande aus dem Gel ausgeschnitten, ihre DNA durch PGR amplifi- 
ziert und gleichzeitig mit Biotin markiert, anschlieBend mit 
einer denaturierten cDNA-Bibliothek hybridisiert und an 
Streptavidin-Magnetkugeln gebunden wird, und die spezifisch 
gebundene cDNA nach Waschung der Kugeln, Eluierung, 
Bakterientransformation und Plasmidpraparation sequenziert und 
als bekanntes oder unbekanntes Gen identif iziert wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 9, 11 und 12, gekennzeichnet 
dadurch, daB die Anlagerung ("annealing") der Primer in der PGR- 
Reaktion bei 40* C erfolgt. 
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(57) Abstract 



A complex diagnostic agent of genetic expression consists of a set of at least 288 oligonucleotide primer pairs composed of a reserve 
of at least 24 5*-oligoniicleotide primers and at least 12 3*-oliganucleotide primers. Hie lengdi of die oligonucleotide primers lies between 
6 and 13 nucleotides, and (neferably equals 10 nucleotides. The sequences of die 5*-oligottacleodde primers preferably have die same 
number of G+C and A-iT. Widi tfab agent, at least 288 parallel and iodcpcDdeat PCR tests are carried out in a cDNA mixture. After 
separation in nop-dcnanirating polyaciyloznide gels, the line pattern is recorded and compared with the studaid of a reference cell. Hie 
fragment profiles are preferably automaticaliy recorded by colour mariced primers. The invention has applicatioos in molecular biology, 
in particular for identifying known and unknown expressed genes and for isolating genes, as well as in clinical diagnosis, for example for 
detecting nx>tbid changes, including cancer. 

(57) ZosammcDfassong 

Die Erfindung betiifft ein Mittel zur komplexcn Diagnostik der Genexpression. Es besieht aus einem Satz voo mindestens 288 
OligonuUeotid-IViiner-Pnaren, wekbe jeweils aus einon Vorrat von mindesiens 24 5*-Oligonuk]eotid-Primera und mindestens 12 3'- 
OligonuUeodd-ftimera gebildet werden. Die Linge der OUgonukleotid-Primer liegt bei 6-13. bevonugt 10, Nukleodden, wobei die 
Sequenzen der 5*-01igonuk]eotid-Primer bevonugt die gleiche Anzalkl von (rfC und A-t-T aufweisen. Mit dcm Mittel werdco in 
einem cDNA-Gemisch mindestens 288 parallele uiid unabhangige PCK-Ansatze durchgefUhrt. Nach Trennung in tucbtdenaturierenden 
Polyacrylamid-Gelen wird das Bandenmuster registriert und mit dem Standard einer Referenzzelle verglichen. Dabei wird bevorzugt mit 
farbmaricierten Primem eine automatische Au&eichnung der Fragmentprofile vorgenororoeo. Anweodungsgebiete der Erfindung sind die 
Molekularbiologie, insbesondere die Identifizierung bekannter und unbekwinter exprimietter Gene und die Genisolicnmg sowie die Uiniscbe 
Diagnostik, z3. zur Feststellung von krankhaften Veranderungea einscUieBlich Krebs. 
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